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(54) Verfahren zur Abtrennung von Viren aus einer Proteinldsung durch Nanoflltration 



(57) Es wird elnVerfahren zur Abtrennung von Viren 
aus einer Proteinldsung durch Nanoflltration beschrie- 
ben, bei dem man die Proteinldsung vor der Nanoflltra- 
tion zur Verminderung oder Verhinderung der Aggrega- 
tion der Protein molekule mit einer chaotrop en Substanz 
aus der Gruppe bestehend aus Arginin, Guanidin, Ci- 



trullin, Hamstoff oderihren Derivaten oder mit einer Ver- 
bindung aus der Gruppe der Polyethoxysorbitanester 
versetzt und anschlieflend dieLosung durch ein Filter 
mit einer Porengrbfie zwischen 15 bis 25 nm gibt. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung ist die Nanofiltrati- 
on von Proteinl6sungen, mit der es gelingt, Viren prak- 
tisch vollstSndig abzutrennen. 

[0002] Fur kleine ProteinmolekOle ist die Nanofiltrati- 
on einsehr wirksames Verfahren zur Entfernung von Vi- 
ren. Dabei muss die PorengrolJe des Filters kleiner als 
der effektive Durchmesser des zu entfernenden Virus 
sein. Aulierdem sind die Temperatur, die Stoffeigen- 
schaften und diePufferbedingungen von entscheiden- 
der Bedeutung bei der Durchfuhrung einer Nanofiltrati- 
on. Fruhere Studien haben bereits gezeigt, dass der 
Parvovirus durch Filter mit einem Poren durchmesser 
von 15 nm zuverlSssig entfernt werden kann. Die Nano- 
filtration ist auch schon zur Abtrennung des Hepatitis- 
A-Virus und des Parvovirus aus Faktor IX-PrSparaten 
eingesetzt worden, wobei sich Filter wie Viresolve 70, 
Planova 15 N und Pall U!tiporDV20 bewahrt haben. Der 
Blutgerinnungsfaktor IX hat jedoch einkleines Moleku- 
largewicht von 56 kDa und wird deshatb nicht durchdie 
fur dieNanofiltration eingesetzten Membranen zurOck- 
gehalten. Grofie Proteine wie Fibrinogen, von-Wille- 
brand-Faktor und Faktor VIII sind jedoch bisher als zu 
grofcangesehen worden, um sie durch Filtration durch 
einen Nanofilter mit einer Knotengrafce mit 15 bis 35 nm 
von Viren zu befreien. 

[0003] Fibrinogen istein340 kDa hexameres (a 2 b 2 g 2 ) 
Glykoprotein. Die Kristallstruktur von naturlichem Huh- 
ner-Fibrinogen zeigt eine Lange von 46 nm. Elektronen- 
mikroskopische Messungen haben gezeigt, dass Fibri- 
nogen eine Dreiknotenstruktur mit einer Lange von 47,5 
nm und einer KnotengrGfie von 6,5 nm aufweisen. Au- 
fcerdem fOhrt dieHydration zur Vergrofcerung des Fibri- 
nogenmolekOls. Deshalb konnten bisher nur Filtrations- 
verfahren fur Fibrinogen bei einer FilterporengrOfce von 
35 nm beschrieben werden. Damit ist der Nachteil ver- 
bunden, dass bei einer Porengro&e von 35 nm kleinere, 
nicht umhOllte Viren wie der Hepatits-A-Virus und der 
Parvovirus nicht entfernt werden konnen. Obwohl Na- 
nofilter mit einer Porengr6lie von 20 und weniger nm 
zur Verfugung stehen.mit denen auch Hepatits-A-Viren 
Oder Parvoviren entfernt werdenk6nnten, kann deshalb 
von diesen Filtem bei der Reinigung von Fibrinogen bis- 
her kein Gebrauch gemacht werden, da dieses Molekul 
fur diesePorengrbfte alszu voluminos anzusehen ist 
(Roberts, P., Vox Sang, 1995; 69:82-83). 
[0004] Da jedoch dieNanofiltration eine besonders 
schonende Methode zum Entfemen von Viren aus Pro- 
teinlosungen ist und dabei diebiologische Aktivitat der 
Proteine vol! erhalten bleibt, stellte sich dieAufgabe, ein 
Verfahren zur Virusentfemung aus Proteinlosungen 
durch Nanofiltration zu entwickeln, mit dem auch 
groRvolumige ProteinmolekOle einer Nanofiltration zu- 
gSnglich gemacht werden k6nnen. 
[0005] Gel6st wird diese Aufgabe durch ein Verfah- 
ren, bei dem der Proteinlosung vor der Nanofiltration zur 
Verminderung oder Verhinderung der Aggregation und 
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der Ausbildung einer HydrathOlle der ProteinmolekOle 
eine chaotrope Substanz aus der Gruppe bestehend 
aus Arginin, Guanidin, Citrullin, Hamstoff oderihren De- 
rivaten oder eine Verbindung aus der Gruppe der Po- 
lyethoxy-Sorbitanester zugesetzt wird und anschlie- 
fiend dieL6sung durch einen Filter mit einer Porengro- 
fte zwischen 15 bis 25 nm filtriert wird. 
[0006] Besonders geeignet Ist das Verfahren zur Ab- 
trennung von Viren aus einer FibrinogenlSsung oder 
aus einer Ldsung eines Blutgerinnungsfaktors, zum Bei- 
spiel des Faktors VIII. 

[0007] Das Verfahren kann bei Zimmertemperatur 
durchgefuhrt werden, wodurch eine thermische Bela- 
stung und der damit verbundene biologische Aktivitats- 
verlust der ProteinmolekOle vermieden wird. Proteine 
mit Molekulargewichten von 200 bis340 kDa konnen so 
bei einer Porengrofce von 1 5 bis 25 nm von Viren befreit 
werden. Insbesondere Mitgliederder Parvovirusfamiiie, 
dieeine globulare Partikelgra&e von 18 bis 26 nm be- 
sitzen und Hepatitis-A-Viren mit einer stabf6rmigen 
Struktur von 6 bis 17 nm Durchmesser und etwa 48 nm 
Lange k6nnen so entfernt werden. 
[0008] Das erfindungsgemSfie Filtrations verfahren 
lasst sich daruber hinaus mit sehr guten Erfolg mit ei- 
nem konventionellen Pasteurisierungsverfahren kombi- 
nieren, wodurchdie Abreicherung von Viren noch weiter 
erh6ht wird. 

[0009] Die fOr das erfindungsgema&e Verfahren ein- 
gesetzten Nanofilter sind im Handel erhSltlich und kSn- 
nen z.B. unter den Bezeichnungen DV-15, DV-20 u.a. 
erworben werden. 

[0010] In der alsAnlage beigefugten Fig. 1 wird ge- 
zeigt, wie die Menge der durch Nanofiltration gewonne- 
nen, virenfreien Fibrinogenl6sung von der Porengrdde 
des Filters einerseits und vom Zusatz von Argininmon- 
ohydrochlorid andererseitsabhSngt. Es ist zu erkennen, 
dass bei Zusatz von Argininmonohydrochlorid auch 
schon bei einer PorengrdBe von 15 nm befriedigende 
Mengen von Fibrinogen-Filtrat gewonnen werden k6n- 
nen. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Abtrennung von Viren aus einer Pro- 
teinlosung durch Nanofiltration, dadurch gekenn- 
zelchnet, dass man dieProteinlbsung vor der Na- 
nofiltration zur Verminderung oder Verhinderung 
der Aggregation der ProteinmolekOle mit einer 
chaotropen Substanz aus der Gruppe bestehend 
aus Arginin, Guanidin, Citrullin, Hamstoff oderihren 
Derivaten Oder mit einer Verbindung aus der Grup- 
pe der Polyethoxysorbitanester versetzt und an- 
schlie&end dieLbsung durch ein Filter mit einer Po- 
rengrdfie zwischen 15 bis 25 nm gibt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zelchnet, dass man eine Virusabtrennung in einer 
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Fibrinogeniesung Oder In einer Losung eines Blut- 
gerinnungsfaktors durchfOhrt. 

Verfahren nach den AnsprQchen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass man dieNanofillration bei 5 
Zimmertemperatur durchfOhrt. 

Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass man dieProteinldsung zu- 
satzlich zur Nanofiltration einer Pasteurisierung un- 10 
terwirft. 
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Nanofiltration von Fibrinogen 

ohne Arg Zusatz 

•75nm — 35nm 

• 1 5nm — * — (Prot-Menge (mg) 1 5nm) 

• Linear (Prot-Menge (mg) 15nm) 




Ze'rt (min) 



Nanofiltration von Fibrinogen 

mit Arg Zusatz 
■75nm ■ 35nm 

• 15nm — * — (Prot-Menge (mg) 1 5nm) 
-Linear (Prot-Menge (mg) 15nm) 




100 
Zeit (min) 



Fig. 1 
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